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前  言 
我国是世界上肝脏疾病最多的国家，每年约有近 30 万人因肝衰竭需要肝移
植治疗
[1]
。但由于供肝短缺及经济条件的限制，使大多数病人因无法行器官移植
而死亡。自 20 世纪 60 年代第一例肝移植获得成功以后，经过近 55 年的发展，
肝移植技术逐步改进，相关的免疫抑制剂应用于临床，肝移植的效果明显改善。
目前肝移植已经成为治疗终末期肝病最为有效的方法[2]。据统计，截止 2014 年
初，我国已经完成肝移植手术近 26000余例，可见肝移植技术在我国已经得到长
足的发展[1]。但是,随着我国有关器官移植政策的出台，自 2015年 1月开始停止
使用司法途径来源供肝作为供肝来源，我国的供肝来源进一步短缺。为了解决供
肝严重不足的问题，目前活体肝移植和劈离式肝移植技术不断发展，并逐渐在临
床上应用，但是考虑到活体肝移植对供体的严重伤害，这种肝移植技术违背了医
学的不伤害原则，受到伦理委员会的不断质疑。劈离式肝移植虽然满足了“一肝
两用”的优点，一定程度上解决了供肝不足的现状，但是“一肝两用”增加了受
体死亡的风险，术前需要准确评估供体肝脏情况和两个受体能够耐受的程度，其
移植风险大，技术要求高，很多移植中心还未开展此项技术，甚至有些家属和患
者还无法接受这种高风险的手术方式，目前在解决供肝不足的问题上，作用甚微。
如何扩大供肝的来源及有效地利用获得的供肝成为人们热议的话题。其中边缘性
供肝成为人们聚焦的热点，不断扩大和有效利用边缘性供肝必将成为解决供肝不
足的有效方法。目前边缘性供肝主要有病毒性供肝、脂肪变供肝、恶性肿瘤供肝
等[3]。其中脂肪变供肝尤为重要。随着我国经济水平的提高，人们的生活结构和
饮食结构发生了巨大的变化，肥胖人员逐渐增多，有相关统计资料显示普通人群
中脂肪肝的患病率为 10%-16%之间，而肥胖人员中脂肪肝的发病率更高，达到 38%
左右[4]。目前脂肪肝的分级主要采用 ANLTU方法[5]，无脂肪肝是脂肪变为 0%，轻
度脂肪肝是脂肪变为 30%以下，中度脂肪肝是脂肪变在 30%-60%之间，重度脂肪
肝是脂肪变超过 60%以上。目前大多数学者同意在其他条件允许的情况下可以采
用轻、中度脂肪肝作为供肝，但是重度脂肪肝作为供肝还需谨慎实行。重度脂肪
肝其脂肪变程度已达 60%以上，其肝脏功能受到严重的损伤，再加上热缺血、冷
缺血的损害，术后肝功能恢复可能性小，甚至发生移植物无功能导致患者死亡。 
脂肪肝根据其生成原因分为酒精性脂肪肝和非酒精性脂肪肝。酒精性脂肪肝
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是因长期大量饮酒导致，每次饮酒的量和饮酒的时间与酒精性脂肪肝的发生有着
密切的联系。而非酒精性脂肪肝是一种既往没有过量饮酒的病史，由于其他原因
导致肝脏的实质细胞发生了脂肪变性和以脂肪贮积为病理特点的临床综合征[6]，
目前不管是酒精性脂肪变肝还是非酒精性脂肪变肝，其病变都有一些共同的发生
机制：一、肝脏的实质细胞发生脂质代谢紊乱：1、在激素敏感性脂蛋白脂酶的
影响下，外周脂肪细胞的脂肪酸动员增加，肝脏细胞含脂肪组织增多。2、内源
性脂肪酸的增加。3、肝细胞的线粒体发生障碍，导致脂肪酸的代谢发生障碍。4、
肝细胞排泄脂肪酸减少。二、胰岛素抵抗的发生，这种情况主要发生在肥胖 2
型糖尿病病人，目前认为的机制主要是肝脏组织对胰岛素的生物反应降低，出现
明显的胰岛素代偿性增高和多元代谢紊乱的应激反应的增加。胰岛素抵抗作用能
够促使外周得脂肪组织分解，变成脂肪酸，一定程度上增加肝脏实质细胞摄取脂
肪酸的能力。三、细胞色素的作用：当人体摄入大量酒精或者饮用高脂高糖食物
时，可以导致 CYP2E1 的增加，其不断增加可以促进氧化应激反应，直接损伤肝
细胞或者参与肝细胞的炎症反应。四、一些细胞因子的作用：1、肿瘤坏死因子-
α 和一氧化氮可以诱发肝细胞坏死凋亡的发生，当细胞发生脂肪变时，可继发内
毒素血症的发生，内毒素进一步诱发库普夫细胞释放出肿瘤坏死因子和一氧化氮
导致肝细胞死亡。2、转化生长因子-β ，其可以促进胶原合成因子在肝纤维化中
起作用，而大量饮用的酒精可以诱导刺激库普夫细胞和肝的星状细胞释放转化生
长因子增加。五、氧应激和脂质过氧化反应：氧应激可以诱发细胞内 ATP的衰竭
和谷胱甘肽的下降，这样可以促使肝细胞发生死亡。脂质过氧化不仅可以是内源
性的活性氧增加、毒性增加，而且可以抑制抗氧化状态，增加外源性氧自由基的
敏感性，致使肝细胞损坏和发生脂肪变。目前发生脂肪变性的具体机制还没有完
全明了，有学者提出了二次打击学说，即第一次打击使肝细胞发生了脂肪变性，
第二次打击促使肝细胞发生炎症坏死。同时脂肪变性还可以增加二次打击的敏感
性[7]。在肝脏脂肪变性机制还没有完全明了的情况下，如何保证肝移植后脂肪变
供肝发挥良好的功能，增加受体的耐受性，需要进一步的研究。 
骨髓间充质干细胞（BMSCs）是一种具有多向分化潜能的干细胞，在一定的
诱导条件下可以分化成肝细胞[8]，目前其在肝脏疾病的应用已经得到证实，有关
研究人员[9]发现 BMSCs可以抑制大鼠肝纤维化的发生，甚至部分逆转肝纤维化的
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 3 
进展，改善肝脏的功能。但其在脂肪变供肝肝移植中的作用目前还少有报道。在
供肝严重不足的情况下，能否通过输注 BMSCs来扩大边缘性供肝来源，在 BMSCs
的作用下，促进重度脂肪变供肝在移植后发挥良好的功能，延长受体的生存时间。
为行此项研究，本实验通过细胞培养的方法获取纯度高、活性好、增值快的
BMSCs，同时通过建立脂肪变供肝肝移植模型，在动物体上行联合 BMSCs 移植的
重度脂肪变供肝肝移植的实验研究。来研究在增加 BMSCs的影响下，是否可以将
重度脂肪变肝脏作为临床肝移植供肝的一个来源。为其在临床中的应用奠定基
础。 
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英文缩略词 
英文缩写 英文全称 中文全称 
BMSCs Bone marrow messenchymal stems 骨髓间充质干细胞 
SD rats Sprapue-dawley rats SD 大鼠 
PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 
DAPI 4`6-diamidino-2-phenylindole 4`6 二眯基-2-苯基吲哚 
IBMX 3-isobutyl-1methyl-xanthin 3-异丁基-2-甲基黄嘌呤 
DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid 乙二胺四乙酸 
RPM Revolutions per minute 转/分钟 
ITS Insuli-transferrin 胰岛素-转铁蛋白-硒 
TGF-β3 Transforming growth factor-β3 转化生长因子-β3 
SPF Specefic pathogen free 无特定病原体 
MOI Multiplicity of infection 感染复数 
GFP Green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 
BrdU 5 bromodeoxyuridine 5-溴脱氧尿核苷 
CFSE Carboxy Fluoroscein Succinimidyl Ester 二醋酸盐琥珀酰亚胺脂 
AST Aspartate Transaminase 谷草转氨酶 
ALT alanine transaminase 谷丙转氨酶 
ALB Albinmin 白蛋白 
TB Total bilirubin 总胆红素 
HCT Hepatocyte teansplantation 肝细胞移植 
Its Interleukins 白介素 
TNF-α Tumor necrosis factor-α 肿瘤坏死因素-α 
G-CSF Granulocyte colony stimulating factor 粒细胞集落刺激因子 
NF-KB  核因子 KB 
E-selection  选择素-E 
LFA-1 Lymphocyte function associated 
antigen-1 
淋巴细胞功能相关抗原-1 
VCAM-1 Vascular cell adhesion  molecule 细胞间粘附因子-1 
   
   
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学硕士研究生论文 
 5 
中文摘要 
第一章：大鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养与鉴定 
目的 体外培养活性好、纯度高的骨髓间充质干细胞 
方法 采用密度梯度离心法分离培养骨髓间充质干细胞，采用流式细胞仪
鉴定其表面抗原的表达情况，用成软骨试剂、成脂试剂诱导 BMSCs分化成软骨细
胞、脂肪细胞。 
结果 获得细胞具有明显的贴壁性，其细胞表面高表达 CD44、CD90、CD29
抗原分子，低表达 CD45、CD34、CD11b 抗原分子。成软骨诱导分化 3 周，BMSCs
即可分化成软骨细胞，成脂诱导分化 2周，即可分化成脂肪细胞。 
结论 密度梯度离心法可以获得活性好、纯度高、具有多向分化潜能的
BMSCs。 
第二章：大鼠脂肪变供肝肝移植模型的建立 
目的 建立脂肪变供肝肝移植模型 
方法 通过高脂饮食 8周建立脂肪肝模型，采用在 kamada肝移植模型的基
础上，改进手术方法，预实验 50对，正式实验 40对，观察手术成功率，并分别
于术前 1天、术后 1天、术后 3天、术后 5天、术后 7天、术后 12天分别抽血，
观察谷草转氨酶、白蛋白等指标的变化规律。 
结果 通过预实验获得较高的模型成功率，正式实验 40对大鼠肝移植手术
成功率为 90%，术后谷草转氨酶、白蛋白短暂升高后逐渐恢复。 
结论 成功建立了稳定的大鼠脂肪变供肝肝移植模型 
第三章：骨髓间充质干细胞在移植肝中的定居 
目的 探讨 BMSCs在移植肝中的定居情况 
方法 分别采用 DAPI、慢病毒行骨髓间充质干细胞标记，选用标记速率快、
效果好的标记物标记后，于肝移植过程中，门静脉套管前行 BMSCs输注，分别于
术后 7d、12d，取病理切片荧光显微镜下观察其定居情况 
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结果 浓度为 1.5ul/L的 DAPI与细胞共培养标记 12h后，在荧光倒置显微
镜下观察其细胞蓝光标记率达 95%左右。含有绿色荧光蛋白基因的慢病毒与干细
胞共培养 12h后，BMSCs的荧光表达很低，继续感染 1天后其荧光标记率才达到
40%左右。采用 DAPI标记 BMSCs输注移植肝后，7d、12d都可观察到标记的 BMSCs，
但荧光强度逐渐减弱。 
结论 BMSCs能够成功定居在移植的肝脏中 
第四章：骨髓间充质干细胞对重度脂肪变供肝肝移植术后肝功能的影
响 
目的 探讨 BMSCs能否对重度脂肪变供肝肝移植术后肝功能起到保护作用 
方法 实验分干细胞组和对照组两组，每组行肝移植 30只，对照组于门静
脉套管前输注平衡盐溶液 1ml，干细胞组于门静脉套管前输注 BMSCs1ml，分别于
术后 1d、3d、5d、7d 处死 5 只，检测肝功能 AST、ALT、ALB、TB 指标，每组剩
余 10只观察术后的大鼠的生存情况。 
结果 对照组组和干细胞组术后 1d、3d、5d、7d的肝功能指标的比较如下：
AST 指标分别为 1040±61.1、1196.75±104.4、1221.5±96.2、1330.25±55.1
和 1115±63.3、970±64.2、1069±67.8、1150.25±102.5U/L。其中 3d、5d、
7d数据差异具有统计学意义，(P<0.05)。1d数据差异无统计学意义，（P>0.05）
ALT 指标分别为 911.75±61.9、1044.25±63.4、1191±190.4、1285.25±191
和 1096.25±97.7、1267.25±162.9、959±99.5、1051.5±110.5U/L。其中 1d、
3d、5d、7d 数据差异具有统计学意义（P<0.05）。TB 指标分别为 4.05±1.34、
7.53±1.8、8.73±0.26、9.42±0.33和 5.48±0.33、6.53±0.21、7.13±0.26、
7.78±0.34U/L。其中 1d、3d数据差异无统计学意义（P>0.05），5d、7d数据差
异具有统计学意义(P <0.05)。ALB 指标分别为 21.75±1.7、20.75±1.7、
20.5±2.1、15.75±2.2和 22±1.8、21.5±0.58、21±0.71、19.5±0.74U/L。
其中 1d、3d、5d数据差异无统计学意义(P>0.05)，7d数据差异具有统计学意义
（P<0.05）。干细胞组 10 只肝移植大鼠 1d、3d、7d、14d 时死亡率分别为 0%、
20%、50%、70%。对照组 10 只肝移植大鼠 1d、3d、 7d、 14d 时死亡率分比为
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10%、40%、70%、90%。 
结论 联合 BMSCs 移植有利于减轻重度脂肪变供肝肝移植术后肝功能的损
害，能够延缓重度脂肪变供肝肝移植术后大鼠的死亡时间，但对大鼠的长期生存
的影响还有待进一步的研究。 
关键字：干细胞； 肝移植；脂肪肝 
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Abstract 
   Chapter 1  The Isolation culcure and identification of  BMSCs 
Objective: To obtain high purity、good specificity and high activity of bone marrow 
mesenchymal stem cells in vitro. 
Method: To obtain the BMSCs by density gradient centrifugation, and identify 
surface antigen by flow cytometry, use cartilage reagent and fat reagent induce 
BMSCs differentiation  into cartilage cells and fat cells. 
Result: The obtained of BMSCs have adhere performance, It surface antigen high 
expression of CD44、CD90、CD29.lower expression CD45、CD34、CD11b. 
Can differentiate into cartilage cells 、fatty cells after induced 3weeks 、2weeks by 
cartilage reagent and fat reagent. 
Conclusion: Use density gradient centrifugation can got BMSCs with good activity 
high purity multi-directional differentiation 
Chapter2 Biuld the model of fatty liver transplantation in Sprague 
Dawley rat 
Objective: Biuld the model of fatty liver transplantation 
Method: Build fatty live model by 8 weeks high fat diet. On the basis of kamada liver 
transplantation model, improve operation method, preliminary experiment of 50s, 40s 
for formal experiment, to observe the success rate. And observe AST、ALB and the 
change of rule before operation 1d、postoperation1d、3d、5d、7d、12d respectively. 
Result: preliminary experimental rats mortality rate is high, the formal experiment 
40s success rate is 90%, postoperative AST、ALB gradually recovered after short rise. 
Conclusion: successfully established the stable fatty liver transplantation model in 
rats. 
Chapter 3 Settled in transplantation liver of bone marrow 
mesenchymal stem cells 
Objective: To study the BMSCs settled in transplantat liver. 
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Method: Label the BMSCs by DAPI 、GFP-virus respectively, choose the marker 
that marked easily and high marker rate, during liver transplantation, infuse BMSCs 
that marked by DAPI before portal vein cased. Take pathological observe the 
settlement of  BMSCs under fluorescence microscope after 7d、12d operation. 
Result: 1.5ug /L DAPI co-culture with BMSCs can markup 95% after 12h under 
inverted microscope in fluorescence blu-ray. Lentivirus  containing GFP co-culture 
with BMSCs 12h, its so low fluorescence expression. Continue infection 1d, its 
labeling rate is 40%. Use DAPI marked BMSCs, and infused during liver 
transplantation, after 7d、12d can observe tag, but the fluorescence intensity gradually 
weakened. 
Conclusion: BMSCs can successfully settled in liver transplantation. 
Chapter 4 The influence of BMSCs for liver function after severe 
fatty live transplantation  
Objective: To investigate the protection of BMSCs to severe fatty liver 
transplantation  
Method: divided two group: stem cell group and control group, each group undergo 
transplantation 30s. The control group infuse 1.5ml saline before portal vein cased, 
while stem cell group infuse 1.5ml BMSCs before portal vein cased. In postoperative 
1d、3d、5d、7d put to death only 5. and to detect AST、ALT、TB、ALB. The remaining 
10 in each group observe the postoperative survival in rats. 
Result: the contract between control group and stem cell group, indicator of liver 
function as follows: the AST index respectively 1040±61.1、1196.75±104.4、
1121.5±96.2 、 1330.25±55.1 and 1115±63.3 、 970±64.2 、 1069±67.8 、
1150.25±102.5(U/L ) . These 3 d, 5 d, 7 d data hsve statistically significant difference, 
(P < 0.05). There was no statistically significant difference in 1 d data ,(P > 0.05). the 
ALT index respectively911.75±61.9、1044.25±63.4、1191±190.4、1285.25±191 and 
1096.25±97.7、1267.25±162.9、959±99.5、1051.5±110.5U/L There 1 d, 3 d, 5 d, 7 d 
data have statistically significant difference (P < 0.05).  The TB index 
respectively4.05±1.34、7.53±1.8、8.73±0.26、9.42±0.33 and 5.48±0.33、6.53±0.21、
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7.13±0.26、7.78±0.34U/L ,The 1 d, 3 d data no statistically significant difference (P > 
0.05), 5 d, 7 d data have statistically significant difference (P < 0.05). the ALB index 
respectively 21.75±1.7、20.75±1.7、20.5±2.1、15.75±2.2 and 22±1.8、21.5±0.58、
21±0.71、19.5±0.74U/L, 1 d, 3 d, 5 d data no statistically significant difference (P > 
0.05), 7 d data statistically significant difference (P < 0.05). stem cell group 10 
transplantation rats 1d、3d、7d、14dmortality rates were  0%, 20%, 50%, 70%. Contol  
group 10 transplantation rats 1d、3d、7d、14d mortality rates were 
10%, 40%, 70%, 90%.  
Conclusion :BMSCs transplantation is beneficial to relieve the damage of liver 
function after severe fatty liver  transplantation, can delay  the death time on 
short-term survival, but the effect on the rat's long-term survival remains to be further 
research. 
  Key words: stem cell; liver transplantation; fatty liver  
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第一章  大鼠骨髓间充质干细胞的分离、培养、鉴定 
1976年 Friedenstein团队的研究人员[10]第一次发现了 BMSCs在骨髓中的存
在，后来科学界的研究人员不断发现其生物学特性，揭示了 BMSCs是一种不具有
造血功能的间充质干细胞，在体外适宜环境培养后具有良好的增殖能力，具有向
中胚层和神经外胚层来源的组织细胞分化的能力，如神经细胞[11]、成骨细胞[12]、
骨细胞[13]、成脂细胞[14]、胰岛细胞[15]、肝细胞等，同时具有低免疫原性、取材相
对方便、易于体外培养、不存在伦理学问题等特点。目前在多个领域，特别是组
织工程学中有着广泛地应用。本次实验通过采用密度梯度离心法及淋巴细胞液分
离等步骤提取获得大鼠股骨、胫骨内的具有多向分化能力的 BMSCs，通过消化、
纯化、培养，获得纯度较高，活性较好的各代细胞，在进行传代培养后，取 P3
细胞通过流式细胞仪鉴定其表面的抗原分子的表达情况，结果显示所培养的细胞
表面高表达 CD44、CD90、CD29抗原分子，低表达 CD45、CD34、CD11b抗原分子。
取生长良好的 P3 干细胞加入配制好的成软骨、成脂诱导分化剂，共同培养一段
时间后，BMSCs能够成功诱导分化为成软骨细胞和成脂细胞。据此可以证明本实
验通过密度梯度离心法获得的细胞，是具有多向分化潜能的 BMSCs。 
材料和方法 
1. 实验动物： 
     饲养了 4周龄左右的 SD（Sprague-Dawley）大鼠，SPF清洁级，体重约 80g
左右，由福建医科大学动物中心提供，所有用于实验的动物均经相关部门的检疫，
符合所做实验的标准。实验期间动物的饲养均有南京军区福州总医院比较医学科
执行，饲料均为其统一采购的压缩型圆柱状的标准 SD 大鼠饲料，在实验的过程
中对用过的动物的处理均严格遵守《中华人民共和国实验动物管理条例》。 
2. 主要的实验试剂： 
       低糖培养基                   美国 Gibco公司 
       0.25%胰蛋白酶                美国 Gibco公司 
       注射用硫酸链霉素             齐鲁生物制药有限公司 
       胰岛素                       美国 sigma公司 
地塞米松                     美国 sigma公司 
胎牛血清                     美国 Hyclone公司 
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